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SEZNAM	  POUŽITÝCH	  ZKRATEK: 
 
AIF faktor indukující apoptózu 
ANT ADP/ATP translokáza 
APAF-1 faktor aktivující apoptotické proteázy 1 
AS160 AKT substrát 160 
ATP adenosintrifosfát 
BAD BCL-2 asociovaný promotér buněčné smrti 
BAX BCL-2 asociovaný X protein 
BID agonista smrti interagující s BH3 doménou 
CAT katalytická doména 
CPCs srdeční progenitorové buňky 
CVDs kardiovaskulární choroby 
Cyp-D cyclophylin D 
DHPR dihydropyridinové receptory 
ECC elektromechanické spřažení 
eNOS endoteliální NO syntáza 
ER endoplasmatické retikulum 
EXT rozšířený C konec 
FOXO "Forkhead O" transkripční faktory 
GATA4 transkripční faktor GATA4 
GLUT glukózový transportér 
GPCR receptory spřažené s G proteiny 
GSK-3 glykogen syntáza kináza 3 
HIF hypoxií indukovaný faktor 
HK hexokináza 
HM hydrofóbní motif 
IGF-1 insulinu podobný růstový faktor 1 
IP3 inositoltrifosfát 
IP3R IP3 receptor 
IRS-1 substrát insulinového receptoru 
MCL-1 protein myeloidní buněčné linie 
MOMP propustnost vnější mitochondriální membrány 
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mTORC komplex cílové molekuly pro rapamycin u savců 
mtPTP mitochondriální permeabilní pór  
NCX Na+/Ca2+ výměnný přenašeč 
NFAT jaderný faktor aktivovaných T buněk 
NHE Na+/H+ výměnný přenašeč 
NO oxid dusnatý 
PDGF růstový faktor odvozený z krevních destiček 





PKA protein kináza A 
PKB/AKT protein kináza B 
PKC protein kináza C 
ROS reaktivní formy kyslíku 
RTK tyrosinkinázový receptor 
RyR ryanodinový receptor 
SERCA Ca2+-ATPáza sarko/endoplasmatického retikula  
SR sarkoplasmatické retikulum 
VDAC napěťově závislý iontový kanál 






Kardiovaskulární choroby jsou nejčastější příčinnou smrti po celém světě a patří tedy 
mezi nejrozšířenější onemocnění moderní civilizace. Z tohoto důvodu se současný 
kardiovaskulární výzkum soustředí na mechanismy, které se podílejí na ochraně srdeční 
tkáně. Protein kináza B (PKB/AKT) je významným regulátorem buněčných dějů a mohla by 
tedy hrát důležitou roli v ochranných mechanismech myokardu. K aktivaci PKB/AKT 
dochází přes PI3 kinázu v odpověď na řadu signálních molekul a aktivovaná PKB/AKT dále 
ovlivňuje mnohé signální dráhy v buňce. Jsou známy 3 isoformy PKB/AKT, které se liší svojí 
lokalizací a funkcí, avšak všechny mají v kardiomyocytech nepostradatelnou úlohu. 
PKB/AKT se podílí na regulaci mnoha buněčných funkcí, včetně proliferace, růstu buněk a 
energetického metabolismu, a zejména se účastní regulace apoptózy. PKB/AKT kontroluje 
apoptotickou dráhu přes pro- i anti-apoptotické proteiny, hexokinázu II, glykogen syntázu 
kinázu 3β a přes Ca2+ kanály, čímž chrání mitochondrie a srdeční buňky před buněčnou smrtí. 
V dnešní době je proto PKB/AKT největším středem pozornosti kardiovaskulárního výzkumu 





	   Cardiovascular disease is the most common cause of death worldwide and therefore it 
belongs to one of the most widespread diseases of modern civilization. For this reason, 
cardiovascular research focuses on unraveling mechanisms, which participate in protection of 
cardiac tissue. Protein kinase B (PKB/AKT) is an important regulator of cellular processes 
which could play a substantial role in protective mechanisms of the heart. There are 3 known 
isoforms of PKB/AKT, which differ in their localization and function, nevertheless all of 
them have an essential role in cardiomyocytes. PKB/AKT is involved in regulation of many 
cellular functions including cell proliferation, growth and energy metabolism, and it 
particularly takes part in the regulation of apoptosis. PKB/AKT controls the apoptotic 
pathway through regulation of pro- and anti-apoptotic proteins, hexokinase II, glycogen 
synthase kinase 3β and Ca2+ channels, by which it protects mitochondria and cardiomyocytes 
against cell death. That is why PKB/AKT is the center of attention of today’s cardiovascular 







Kardiovaskulární choroby (CVDs, cardiovascular disease) jsou nejčastější příčinnou 
smrti po celém světě a patří tedy mezi nejrozšířenější onemocnění moderní civilizace. Na 
základě statistických údajů Světové zdravotnické organizace (WHO, World Health 
Organization, http://www.who.int/en/) zemřelo v roce 2008 na CVDs okolo 17,3 milionů lidí, 
přičemž 7,3 milionu lidí zemřelo na onemocnění věnčitých tepen a 6,2 milionu lidí podlehlo 
infarktu myokardu. CVDs tak mají na svědomí okolo 30% všech úmrtí na celém světě. 
Bohužel ani prognózy do budoucnosti nejsou příliš optimistické. Vzhledem k stále se 
zhoršujícímu životnímu stylu populace není překvapující, že podle propočtů by v roce 2030 
mohlo na CVDs zemřít až 23,6 milionů lidí.	  Z tohoto důvodu se současný kardiovaskulární 
výzkum soustředí na mechanismy, které se podílejí na ochraně srdeční tkáně a zmírňují tak 
následky ischemicko-reperfúzního poškození myokardu.  
Ischemie myokardu je nejčastěji způsobena aterosklerotickými pláty zmenšující 
průměr cév, což má za následek nedostatečné prokrvení orgánu a snížený přísun kyslíku. Tato 
ischemie může být ale pouze přechodná. Trvalá ischemie myokardu, kdy je céva uzavřena 
nejčastěji krevní sraženinou, omezí průtok krve a příjem kyslíku natolik, že to vede až k 
infarktu myokardu. V této fázi je pak nutné co nejrychleji obnovit průtok krve. V klinické 
praxi je rychlá reperfúze jediným způsobem jak zabránit dalším poškozením, zejména mozku, 
ale zároveň jsou studie, které poukazují, že i reperfúze může vyvolat další poškození srdeční 
tkáně včetně komorových arytmií. 
Bylo zjištěno, že fyzický trénink, kalorická restrikce, adaptace na hypoxii, ale i 
ischemický “preconditioning” zvyšují odolnost srdce. Ischemický “preconditioning” byl 
poprvé popsán v roce 1986, kdy bylo pozorováno, že srdce, které bylo střídavě vystavené 
krátkým periodám ischemie a reperfúze mělo zvýšenou toleranci vůči ischemicko-
reperfúznímu poškození, což se projevilo menším poškozením tkáně (Murry, Jennings, a 
Reimer 1986). 
Adaptace na hypoxii má rovněž protektivní účinky a zvyšuje odolnost srdce vůči 
ischemicko-reperfúznímu poškození. Statistické údaje ukázaly, že výskyt infarktu myokardu 
je nižší u lidí žijících ve vyšších nadmořských výškách (Hurtado 1960), což bylo následně 
potvrzeno i experimentálními metodami (Poupa et al. 1966). 
V neposlední řadě zvyšuje odolnost myokardu vůči ischemicko-reperfúznímu 
poškození samotný fyzický trénink (Powers et al. 1998; Ding et al. 2004; Kavazis et al. 2009; 
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Calvert et al. 2011), avšak molekulární podstata ochranných mechanismů není ještě zcela 
známa. 
Protein kináza B/AKT je ve většině těchto fyziologických adaptacích významným 
regulátorem a může tedy hrát důležitou roli v ochranných mechanismech myokardu vůči 
stresovým faktorům (Aikawa et al. 2000; Armstrong 2004). Proto je v dnešní době největším 
středem pozornosti kardiovaskulárního výzkumu.  
Cílem této bakalářské práce je shrnout dostupné informace, které se o protein kináze 
B/AKT nashromáždily za 25 let jejího výzkumu. Hlavním námětem je úloha tohoto enzymu v 




Protein kináza B (PKB), častěji známá také pod názvem AKT kináza, byla objevena v 
roce 1987 jako proto-onkogen v myším retroviru leukemie AKT8 (Bellacosa et al. 1991; Staal 
1987) a jako homolog protein kinázy C (PKC) a A (PKA) (Jones et al. 1991). Podílí se na 
regulaci mnoha buněčných funkcí, například na proliferaci a růstu buněk, apoptóze, 
energetickém metabolismu, přežití buněk a lékové rezistenci (Nicholson a Anderson 2002; 
Manning a Cantley 2007; LoPiccolo et al. 2008), a proto je právem nazývána 
všudypřítomným bodem uprostřed křižovatek reakcí buněčné biologie. 
 	  




2.1	  AKTIVACE	  PKB/AKT	  
	  
K dosažení účinné ochrany srdce je nezbytné zajistit nejen přežití kardiomyocytů, ale 
je důležité zachovat i jejich funkci. Signalizační dráha přes PKB/AKT je jednou z 
multifunkčních drah, která chrání srdeční buňky před buněčnou smrtí, ale také usiluje o 
udržení jejich funkčnosti (Matsui a Rosenzweig 2005; Matsui et al. 2001). 
K dispozici je mnoho studií, které potvrzují, že PKB/AKT chrání kardiomyocyty před 
buněčnou smrtí způsobenou mnoha různými patologickými procesy, jako je například 
ischemicko-reperfúzní poškození (Miao et al. 2000), hluboká hypoxie (koncentrace O2 
<0,1%) (Matsui et al. 1999), hypoglykémie (Ricci, Jong, a Schaffer 2008) a různé toxické 
látky (Negoro et al. 2001). 
Aktivace PKB/AKT začíná u fosfatidylinositol-3-kinázy (PI3K, phosphatidylinositol 
3-kinase), která může být aktivována tyrosinkinázovými receptory (RTK, receptor tyrosin 
kinase) (Alessi et al. 1996), receptory spřaženými s G proteinem (GPCR, G protein-coupled 
receptor) (Chesley et al. 2000) nebo přes glykoprotein 130 (Kuwahara et al. 2000; Craig et al. 
2001) v odpověď na rozmanité signální molekuly, jako jsou např. hormony, cytokiny, 
integriny a růstové faktory (viz. dále). 
Mezi nejčastější signální molekuly aktivující signalizační dráhu PI3K/AKT patří 
například insulin (Aikawa et al. 2000; Gao et al. 2002), kardiotropin (Kuwahara et al. 2000; 
Brar et al. 2001), insulinu-podobný růstový faktor 1 (IGF-1, insulin-like growth factor 1) (Q. 
Li et al. 1997; Yamashita et al. 2001), růstový faktor odvozený z krevních destiček (PDGF, 
platelet derived growth factor) (Hsieh et al. 2006), estrogen (Patten et al. 2004; Pedram et al. 
2005), endotelin (Schorlemmer, Matter, a Shohet 2008) a kalcineurin (Heineke et al. 2010). 
Vlivem aktivace PI3 kinázy dojde ke zvýšení koncentrace fosfolipidů, 
fosfatidylinositol-3-monofosfátu (PIP, phosphatidylinositol 3-phosphate), fosfatidylinositol-
4,5-bisfosfátu (PIP2, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) a fosfatidylinositol-3,4,5-
trisfosfátu (PIP3, phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate), což aktivuje translokaci 
PKB/AKT do cytoplasmatické membrány. PIP3 se naváže na PKB/AKT přes PH doménu a to 
má za následek, že PKB/AKT změní svojí konformaci. Tato změna konformace pak dovolí 
fosfoinositid dependentní protein kináze 1 (PDK1, phosphoinositide-dependent kinase 1) 
fosforylovat PKB/AKT na Thr308 (Milburn et al. 2003). Po této fosforylaci dojde k disociaci 
PKB/AKT od membrány a takto aktivovaná se přesouvá zpátky do cytoplasmy nebo se 
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akumuluje v jádře. K plné aktivaci je však zapotřebí ještě fosforylace na Ser473 nacházejícího 
se v C-terminálním hydrofóbním motivu PKB/AKT pomocí komplexu 2 cílové molekuly pro 
rapamycin u savců (mTORC2, mammalian target of rapamycin complex 2) (Sarbassov et al. 
2005). 
Plně aktivovaná PKB/AKT je následně schopná fosforylovat další kinázy v signálních 
drahách, jako například glykogen syntáza kinázu 3 (GSK-3, glycogen synthase kinase), která 
se účastní syntézy glykogenu (Embi, Rylatt, a Cohen 1980; Cross et al. 1995), ale také 
proteiny hrající úlohu v apoptóze, jako je BAD (Datta et al. 1997), či transkripční faktory 
FOXO a mnoho dalších cílových molekul, které se podílejí na zachování mitochondriální 
integrity, odvrácení apoptózy a glukózovém metabolismu (viz dále) (Franke 2008). 
 
Obrázek	  2: Aktivace PKB/AKT Schematický diagram zobrazující kroky vedoucí k fosforylaci a aktivaci 
protein kinázy B. Vazba ligandu na receptor a jeho fosforylace (1.) vede k aktivaci PI3K (někdy přes IRS-
1) (2.), která následně katalyzuje fosforylaci PIP2 na PIP3 (3.). PKB/AKT se nato přesune k 
cytoplasmatické membráně, kde se váže přes PH doménu na PIP3 (4.). K membráně se přes PIP3/PH 
vazbu váže i PDK1, která pak může fosforylovat PKB/AKT (5.). Aktivní (fosforylovaná) PKB/AKT je 
propuštěna zpátky do cytoplasmy, kde fosforyluje různé cílové molekuly. GPCR, receptor spřažený s G 
proteinem (G protein-coupled receptor); RTK, tyrosinkinázový receptor (receptor tyrosine kinase); IRS-1, 
substrát insulinového receptoru (insulin receptor substrate 1); PI3K, fosfatidylinositol-3-kináza 
(phosphoinositide 3-kinase); PDK1, fosfoinositid-dependentní kináza 1 (phosphoinositide-dependent protein 
kinase-1); PIP2, fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate); PIP3, 
fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfát (phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate); PH, plekstrin homologická doména. 






2.2	  ISOFORMY	  PKB/AKT	  
Protein kináza B/AKT patří do rodiny AGC kináz a je příbuzná AMP/GMP kinázám a 
protein kináze C (Kumar a Madison 2005). V dnešní době již víme, že v savčích buňkách se 
vyskytují 3 isoformy protein kinázy B/AKT: PKBα (AKT1), PKBβ (AKT2) a PKBγ (AKT3). 
Každá z isoforem obsahuje N-terminální PH doménu (pleckstrin homology domain), která 
zprostředkovává vazbu PKB/AKT na fosfatidylinositoly (Lietzke et al. 2000), dále centrální 
katalytickou doménu (CAT, catalytic domain) a rozšířený C-konec (EXT, C-terminal 
extension) obsahující regulační hydrofóbní motiv (HM, hydrophobic motif). PH domény 
PKB/AKT isoforem jsou přibližně z 80% homologické, CAT domény jsou identické z 90% a 
EXT domény ze 70% (Kumar a Madison 2005). 
	  
Obrázek	  3 Schématická struktura PKB/AKT (J. Yang et al. 2002) 
Nejrozšířenější je isoforma PKBα/AKT1, která se vyskytuje ve většině tkání, mezi 
jinými je nejvíce exprimována v srdci, plicích a mozku (Coffer a Woodgett 1991). Isoforma 
PKBβ/AKT2 se především nalézá v tkáních závislých na insulinu s rozvinutým 
metabolismem glukózy, jako je například hnědá tuková tkáň, kosterní svalstvo, ale i játra 
(Altomare et al. 1998). Isoforma PKBγ/AKT3 se vyskytuje hlavně v mozku, plicích a 
ledvinách, přičemž její exprese je větší u novorozenců než u dospělích jedinců (Brodbeck, 
Cron, a Hemmings 1999; Z.-Z. Yang et al. 2005).  
Pokusy na myších s delecí PKB/AKT genů odhalily odlišné funkce PKB/AKT 
isoforem. Myši s globální nedostatečností genu Akt1 (Akt1-/-) se projevují menším vzrůstem 
oproti kontrolním myším (“wild-type”). Z toho lze soudit, že PKBα/AKT1 se podílí na 
regulaci zárodečného i postnatálního růstu (Cho, Thorvaldsen, et al. 2001). PKBβ/AKT2 je 
naopak důležitá pro zachování homeostázy glukózy a její nedostatečnost může vést až k 
vyvolání diabetu mellitu (Cho, Mu, et al. 2001). Obě isoformy PKBα/AKT1 a PKBγ/AKT3 
hrají pravděpodobně také důležitou roli ve vývoji a funkci kardiovaskulárního systému, neboť 
myši s delecemi Akt1-/- a Akt3+/- podlehly náhlému srdečnímu selhání, které bylo zřejmě 
způsobeno špatným vývojem funkce kardiomyocytů a srdce (Z.-Z. Yang et al. 2005). 
PKBγ/AKT3 je rovněž nezbytná pro postnatální rozvoj mozku, ale zároveň bylo zjištěno, že 
nemá významný vliv na metabolismus glukózy (Tschopp et al. 2005). 
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Jednotlivé isoformy PKB/AKT jsou v buňce různě lokalizovány v souvislosti s jejich 
funkcí. Isoforma PKBα/AKT1 je převážně lokalizována v cytoplasmě a část se nachází v 
blízkosti plasmatické membrány. Isoforma PKBβ/AKT2 se nejvíce vyskytuje v okolí 
mitochondrie a malá populace této isoformy se také nachází v okolí Golgiho aparátu. Zjištění, 
že PKBβ/AKT2 je isoformou lokalizovanou v blízkosti mitochondrie, je v souladu s její 
funkcí v regulaci energetického metabolismu a poukazuje na její ochrannou funkci v buňkách. 
Isoforma PKBγ/AKT3 je zatím jedinnou isoformou, u které je prokázána translokace do jádra. 
Tyto fakta nabízejí otázky zabývající se aktivací jednotlivých isoforem, kdy isoformy 
PKBβ/AKT2 a PKBγ/AKT3 mohou být aktivovány jiným způsobem než PKBα/AKT1 (Santi 
a Lee 2010). 
V srdci se nacházejí všechny tři isoformy protein kinázy B/AKT a majoritní 
zastoupení mají PKBα/AKT1 a PKBβ/AKT2 (Matsui a Rosenzweig 2005). Zatímco isoforma 
PKBβ/AKT2 je v srdci spojována s přežitím kardiomyocytů v případě ischemického 
poškození a udržení homeostázy metabolismu glukózy (DeBosch, Sambandam, et al. 2006), 
PKBα/AKT1 je, vedle proliferační a ochranné funkce, navíc nepostradatelná pro fyziologický 
růst stimulovaný IGF-1 nebo fyzickou zátěží. Z tohoto důvodu by faktory zvyšující aktivitu 
PKBα/AKT1 v srdci mohly v budoucnosti sloužit i k léčebným účelům (DeBosch, Treskov, et 
al. 2006; Chang et al. 2010). Isoforma PKBγ/AKT3 také podporuje růst srdce a zastává i 
kardioprotektivní funkci, nicméně nadměrná exprese PKBγ/AKT3 vede k maladaptivní 
hypertrofii (Taniyama et al. 2005). 
V dostupné literatuře většinou není zmínka o zapojení konkrétních isoforem v 
jednotlivých drahách, a proto je zde nutný další vědecký výzkum pro potvrzení známých 
údajů. 
	  




3. ÚLOHA	  PKB/AKT	  V	  KARDIOPROTEKTIVNÍCH	  MECHANISMECH 
 
PKB/AKT v buňce ovlivňuje mnoho buněčných procesů (viz Obrázek 5 a 6), které 
hrají významnou úlohu v protektivních mechanismech. Mezi tyto procesy patří mimo jiné i 
energetický metabolismus, který je regulován pomocí PKB/AKT hlavně přes glukózový 
transportér 4 (GLUT4, glucose transporter 4), čímž je regulován vstup glukózy do buněk 
(Calera et al. 1998) a její další využití v glykolýze či k syntéze glykogenu. Zároveň se 
PKB/AKT podílí na regulaci transkripce přes fosforylaci některých transkripčních faktorů 
rodiny “Forkhead”, a tak řídí proliferaci, růst i přežití buňky (Evans-Anderson, Alfieri, a 
Yutzey 2008). PKB/AKT také reguluje apoptotickou dráhu přes některé pro- i anti-
apoptotické proteiny (BCL-2, BAD, BAX) a tak chrání mitochondrie a buňku před vylitím 
cytochromu c do cytoplasmy (A. Gross et al. 1998; Datta et al. 1997). 
V několika následujících podkapitolách je zpracován detailnější přehled vybraných 
dějů.	  
	  
3.1	  ÚLOHA	  PKB/AKT	  V	  OCHRANĚ	  MITOCHONDRIÍ	  
	  
Mitochondrie jsou nepostradatelné buněčné organely produkující energii oxidativní 
fosforylací. Tato energie je ve formě ATP využita v rozmanitých buněčných procesech 
(Dyall, Brown, a Johnson 2004). Současně mají mitochondrie důležitou funkci v regulaci 
buněčné smrti (Kroemer, Galluzzi, a Brenner 2007). Ve svalových buňkách jsou tyto buněčné 
organely zvláště četné, jsou lokalizovány pod sarkolemou, mezi myofibrilami a v okolí jádra, 
což jim dává strategickou pozici pro distribuci ATP (Andrienko et al. 2003). Srdce má 
značnou spotřebu energie, jelikož je zatíženo po celou dobu života každého živočišného 
organismu, a tak efektivní distribuce ATP je zde velmi důležitá (Lopaschuk et al. 2010). 
Je známo, že existují tři hlavní apoptotické dráhy (Newmeyer a Ferguson-Miller 2003; 
Weiss et al. 2003). První je dráha receptoru smrti (neboli vnější), která je spuštěna aktivací 
receptorů na povrchu buňky. Tyto receptory váží ligandy, které jsou exprimovány na jiných 
buňkách. Nejznámnějším receptorem smrti je Fas receptor, na který se váže Fas ligand 
(Bishopric et al. 2001). Další apoptotickou dráhou je dráha endoplasmatického retikula (ER), 
která je aktivována značnou akumulací nesložených proteinů. Pokud je stres na ER způsobený 
tímto hromaděním proteinů příliš velký, dojde ke spuštění apoptózy (Gorman et al. 2012). 
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Poslední dráhou je vnitřní apoptotická dráha, která je v srdci hlavním aktivátorem buněčné 
smrti indukované stresem (Shigeki Miyamoto, Rubio, a Sussman 2009). 
 
3.1.1	  Vnitřní	  apoptotická	  dráha	  
 
Vnitřní apoptotická dráha je spuštěna po přijetí signálu z buňky samotné, například v 
důsledku poškození DNA, a má za následek nerovnováhu energetického metabolismu a 
zvýšenou produkci volných kyslíkových radikálů (ROS, reactive oxygen species), což 
následně vede k narušení integrity mitochondriálních membrán. Jakmile je integrita vnější 
membrány mitochondrie narušena, dojde k výlevu aktivátorů apoptotické dráhy, mezi které 
patří například i cytochrom c, faktor indukující apoptózu (AIF, apoptosis inducing factor) a 
různé proteiny degradující inhibitory kaspáz (např. Smac/Diablo, HtrA2/Omi) (Reed a 
Paternostro 1999; Reed 2008). 
Důležitými regulátory této vnitřní apoptotické dráhy jsou proteiny rodiny BCL-2 a 
také mtPT pór (mtPTP, mitochondrial permeability transition pore). 
Rodina proteinů BCL-2 hraje centrální roli v mitochondriální apoptotické dráze a 
obsahuje jak anti-apoptotické tak i pro-apoptotické proteiny. Členové této rodiny obsahují 
BCL-2 homologické domény (BH, BCL-2 homology domain), přičemž anti-apoptotické 
proteiny mají všechny 4 segmenty (BH1-4), zatímco u pro-apoptotických proteinů chybí BH4 
doména, která je zodpovědná za jejich ochranný efekt (Chen et al. 2002). Pro-apoptotické 
BCL-2 proteiny lze rozdělit do dvou podkategorií, “multidoménové” se zachovanými 
sekvencemi v doménách BH1-3 a proteiny pouze s doménou BH3 (BH3-only proteins). Mezi 
“multidoménové” pro-apoptotické BCL-2 proteiny patří například BAX a BAK, naopak BAD 
se řadí mezi BCL-2 proteiny obsahující pouze BH3 doménu (Scorrano a Korsmeyer 2003). 
Pro-apoptotické proteiny BAX a BAK zapřičiňují propustnost vnější mitochondriální 
membrány (MOMP, mitochondrial outer membrane permeabilization), čímž se do cytoplasmy 
uvolní proteiny aktivující kaspázy a jiné mediátory buněčné smrti. Anti-apoptotickým 
účinkem jsou známé proteiny BCL-2 a BCL-xL, které se naopak podílí na zachování 
celistvosti vnější mitochondriální membrány (Reed 2008). 
Členové proteinové rodiny BCL-2 se také podílí na tvorbě mtPT póru. Z literatury je 
známo, že mtPTP je proteinový komplex skládající se hlavně z napěťově závislého iontového 
kanálu (VDAC, voltage-dependent anion channel), který je lokalizován na vnější 
mitochondriální membráně, dále se skládá z ADP/ATP translokázy (ANT, adenine nucleotide 
translocase) ve vnitřní mitochondriální membráně a z cyclophilinu D (Cyp-D) lokalizovaném 
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v matrix mitochondrie (pro přehled (Rasola a Bernardi 2007)). Nicméně v poslední době byl 
tento model zpochybněn. Zjistilo se, že delece genů pro VDAC (Vdac1-, Vdac3- a 
Vdac1/Vdac3-) nebo “knockdown” VDAC2 isoformy nezajistilo ochranu mitochondrií proti 
otevření mtPT póru (Baines et al. 2007). Ke stejným závěrům dospěli i Kokoszka et al. 
(2004), kteří pozorovali, že delece genů pro ANT (Ant1- a Ant2-) také vedla k otevření mtPTP 
a vylití cytochromu c (Kokoszka et al. 2004). Rovněž se více zkoumal anti-apoptotický efekt 
Cyp-D, kdy Cyp-D pravděpodobně slouží spíše jako regulátor otevření mtPTP než jako jeho 
přímá součást (Eliseev et al. 2009; Rasola a Bernardi 2007).  
Vzhledem k tomu, že mtPT pór je komplex mnoha molekul, nejenom výše zmíněných, 
tak se na regulaci jeho otevření pravděpodobně budou podílet i další proteiny. Na formování 
mtPT póru se mohou také podílet fosfolipidy v mitochondriálních membránách, jako 
například kardiolipin, který se za apoptotického stavu přesouvá z vnitřní do vnější 
mitochondriální membrány, a spekuluje se o tom, že by se mohl podílet právě na transportu 
cytochromu c (Korytowski et al. 2011).  
Je tedy zapotřebí dalšího výzkumu pro potvrzení těchto odhadů i pro nalezení dalších 
mechanismů, na kterých závisí otevření mtPTP. 
 
3.1.2	  Úloha	  PKB/AKT	  v	  ochraně	  mitochondrií	  přes	  BCL-­‐2	  proteiny	  
 
Apoptóza je úzce regulovaná BCL-2 proteiny. Protein BAD byl prvním objeveným 
proteinem fosforylovaným PKB/AKT (Datta et al. 1997). Nefosforylovaný BAD tvoří 
heterodimery s anti-apoptotickými BCL-2 proteiny (např. BCL-xL, BCL-2), a tak podporuje 
apoptózu neutralizací jejich protektivních účinků. Po fosforylaci protein kinázou B/AKT na 
Ser136 BAD interaguje s 14-3-3 proteiny, a tak nemůže bránit obranné signalizaci (Julian 
2004). 
Dalším pro-apoptotickým proteinem regulovaným PKB/AKT je protein BAX. BAX je 
za normálního stavu lokalizovaný v cytosolu, ale v případě apoptotického stimulu se 
translokuje do vnější mitochondriální membrány, kde tvoří dimery až oligomery, což vede k 
formování pórů a vylití pro-apoptotických faktorů z intermembránového prostoru včetně 
cytochromu c do cytosolu. V cytoplasmě dojde k navázání cytochromu c na protein APAF-1, 
který následně oligomerizuje a vytvoří tak apoptosom aktivující pro-kaspázy-9, které aktivují 
další kaspázy, což nakonec vede k buněčné smrti (P. Li et al. 1997). Fosforylace proteinu 
BAX na Ser184 pomocí PKB/AKT navodí takovou změnu konformace, která je nevýhodná pro 
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interakci s mitochondriální membránou a tím PKB/AKT zabrání přesunu BAX do 
mitochondriální membrány (A. Gross et al. 1998; Yamaguchi a Wang 2001). 
Protein kináza B/AKT vedle fosforylace BCL-2 proteinů zároveň ovlivňuje i jejich 
genovou expresi. Příkladem je zvýšení exprese anti-apoptotického BCL-xL v reakci na IGF-1 
přes PI3K/AKT signalizační dráhu (Uchiyama, Maulik, a Das 2004). 
Můžeme říci, že v literatuře najdeme hojné množství důkazů ohledně PKB/AKT 
zajišťující zachování integrity mitochondriálních membrán přes transkripční, translační i post-
translační kontrolu rodiny BCL-2 proteinů (Shigeki Miyamoto, Murphy, a Brown 2009), ale 
většina těchto regulačních mechanismů byla prokázána pouze in vitro na buněčných 
kulturách. Toto téma je tedy stále otevřené dalším výzkumům, které by potvrdily výše 
uvedené procesy in vivo.  
	  
3.1.4	  Úloha	  PKB/AKT	  v	  ochraně	  mitochondrií	  přes	  HK-­‐II	  	  
 
Protein kináza B/AKT, jak již bylo řečeno, plní důležitou roli v regulaci metabolismu i 
proliferace. Pokud bychom vzali v úvahu, že mnoho podnětů pro buněčný růst a proliferaci, 
které vyžadují velké množství energie, je zprostředkováno signální dráhou PI3K/AKT, potom 
je funkce PKB/AKT v metabolických i anti-apoptotických procesech logickým spojením. 
Energie vznikající činností mitochondrie je využívaná jak během buněčného růstu, tak i pro 
proliferaci buňky. PKB/AKT oba dva procesy reguluje přes fosforylaci, čímž ovlivňuje 
spotřebu ATP v buňce. Dostupnost energeticky bohatých substrátů je tak klíčové pro oba 
zmíněné procesy, ale i pro anti-apoptotické působení PKB/AKT. Jedna z posledních teorií tak 
postuluje, že metabolická funkce PKB/AKT předcházela a časem se vyvinula v další funkce 
posilující přežití buňky včetně anti-apoptotické signalizace PKB/AKT chránící mitochondrii 
přes hexokinázy (M. A. Sussman et al. 2011). 
Hexokináza (HK) je enzym katalyzující první krok glykolýzy, kdy fosforyluje glukózu 
na glukózu-6-fosfát. Je tedy významně důležitým proteinem buněčného metabolismu 
ovlivňující vstup glukózy do buňky (Shulman, Bloch, a Rothman 1995; Fueger 2005). 
Nicméně se množí důkazy o zapojení HK i v obranných mechanismech buňky (viz dále). 
Hexokináza se vyskytuje ve 4 isoformách (I, II, III, IV), přičemž HK-I je všeobecně 
exprimováná ve všech tkáních , zatímco HK-II je dominantní isoformou exprimovanou v 
tkáních citlivých na insulin, jako je například kosterní a srdeční svalstvo a většina 
rakovinných buněk (Wilson 2003; Postic et al. 1994). HK-I a HK-II jsou také jediné, které se 
mohou vázat přes N-konec do vnější membrány mitochondrie, kde interagují s VDAC 
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(Pastorino, Hoek, a Shulga 2005). Tyto hexokinázy mají podle různých zdrojů protektivní 
účinky a velký vliv na udržení neporušenosti membrán mitochondrie u různých buněčných 
typů (Ahmad et al. 2002; L. Sun et al. 2007). Jsou k dispozici důkazy, že hexokinázy mají 
inhibiční účinek na otevření mtPT póru (Azoulay-Zohar et al. 2004). Například bylo 
potvrzeno, že odpojení HK-II od mitochondrie vede ke zvýšené citlivosti fibroblastů k 
navození buněčné smrti (Nathan Majewski et al. 2004) a je významnou hnací silou k vyvolání 
apoptózy přes otevření mtPTP u Hela buněk (Chiara et al. 2008). 
Avšak sekvencí pro fosforylaci protein kinázou B/AKT disponuje pouze HK-II, a tak 
distribuce hexokinázy přes signalizační dráhu PKB/AKT bude pravděpodobně specifická 
pouze pro HK-II (S Miyamoto, Murphy, a Brown 2007). Bylo dokázáno, že PKB/AKT se po 
své aktivaci akumuluje v blízkosti mitochondrie a fosforyluje HK-II. Fosforylovaná HK-II 
více asociuje s mitochondrií a chrání tak mitochondriální membránu před depolarizací 
způsobenou Ca2+ nebo H2O2, což by následně vedlo k otevření mtPTP, vylití cytochromu c a 
spuštění apoptózy (S Miyamoto, Murphy, a Brown 2007).  
HK-II, stějně jako PKB/AKT, interaguje s některými apoptotickými BCL-2 proteiny. 
Bylo dokázáno, že HK-II brání navázání pro-apoptotického proteinu BAX do mitochondriální 
membrány, a tak předchází vylití cytochromu c z intermembránového prostoru (Pastorino, 
Shulga, a Hoek 2002). Zvýšená aktivita HK-II navozená PKB/AKT rovněž negativně reguluje 
apoptózu vyvolanou pro-apoptotickým BCL-2 proteinem BID, který po proteolytické úpravě 
kaspázami 8 usnadňuje vazbu BAX a BAK na mitochondriální membránu (N. Majewski et al. 
2003).  
Vliv HK-II na BCL-2 proteiny ještě nebyl dokázán v srdci, ale je zřejmé, že dráha 
PKB/AKT – HK-II demonstruje své protektivní účiny přes ochranu celistvosti membrán 
mitochondrií pomocí různých cílovových molekul. 
 
3.1.5	  Úloha	  PKB/AKT	  v	  ochraně	  mitochondrií	  přes	  GSK-­‐3β	  
 
 Glykogen syntáza kináza 3 je Ser/Thr protein kináza, která byla nejdříve popsána v 
souvislosti s regulací metabolismu glukózy a syntézy glykogenu přes fosforylaci glykogen 
syntázy, kterou tak inaktivuje (Embi, Rylatt, a Cohen 1980). Nicméně GSK-3 svou činností 
ovlivňuje i další buněčné procesy včetně růstu buněk, translace i transkripce (pro přehled 
(Doble a Woodgett 2003)).  
 V součanosti známe 2 isoformy GSK-3 (GSK-3α a GSK-3β), obě mohou být 
fosforylovány PKB/AKT (GSK-3α na Ser21 a GSK-3β na Ser9) a tak inhibovány (Cross et al. 
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1995). Nejvíce studovanou isoformou v souvislosti s poškozením myokardu je GSK-3β. 
GSK-3β v kardiomyocytech fosforyluje například β-katenin (Haq et al. 2003), myokardin 
(Badorff et al. 2005), NFAT (Beals et al. 1997) nebo GATA4 (Morisco et al. 2001), a tak 
negativně reguluje genovou expresi a syntézu proteinů a stává se tak důležitým negativním 
regulátorem srdeční hypertrofie.  
Inhibice GSK-3β fosforylací protein kinázou B/AKT má podle několika studií 
kardioprotektivní účinky. Například kardioprotektivní účinky “preconditioningu” mimo jiné 
souvisí i s inaktivací GSK-3β přes signalizační dráhu PI3K/AKT (Tong et al. 2002). Nedávný 
výzkum také prokázal, že fosforylace GSK-3β na Ser9 protein kinázou B/AKT vede k inhibici 
otevření mtPT póru a je tak naopak důležitá v ochranném mechanismu “postconditioningu” 
(Gomez et al. 2008).  
GSK-3β byla rovněž studována v souvislosti s BCL-2 proteiny. Jedním z proteinů 
regulovaných GSK-3β je anti-apoptotický protein MCL-1. GSK-3β tento protein fosforyluje, 
což vede k degradaci MCL-1 v proteasomu. Tím je následně usnadněno spuštění apoptózy 
přes permeabilizaci vnější mitochondriální membrány. Inhibice GSK-3β pomocí PKB/AKT 
stabilizuje MCL-1, a tak má ochranný účinek (Maurer et al. 2006) a mohlo by to být novou 
strategií v ochraně srdečních buněk proti apoptóze (Hirotani et al. 2007). 
Aktivovaná GSK-3β také napomáhá navázání BAX na VDAC, tím že VDAC 
fosforyluje, čímž znemožní navázání HK-II, která tak chrání integritu mitochondrií (viz výše). 
Po fosforylaci PKB/AKT je GSK-3β inhibována, a tak nemůže bránit interakci HK-II s 
VDAC (Pastorino, Hoek, a Shulga 2005). 
Zároveň se ale objevují studie popírající význam GSK-3 v kardioprotekci. Nedávné 
pokusy ukázaly, že protektivní účinky “preconditioningu” a “postconditioningu” proti 
ischemicko-reperfúznímu poškození jsou nezávislé na GSK-3. V tomto pokusu byly použity 
“knockin” myši, ve kterých byly změněny fosforylační místa protein kinázy B/AKT ze Ser na 
Ala, a tak byla znemožněna inhibice GSK-3 přes PKB/AKT. Tato změna však neměla na 
ochranné účinky “preconditioningu” ani “postconditioningu”  vliv (Nishino et al. 2008). 
Nicméně podle mého názoru výše zmíněné studie poukazují na značnou složitost anti-
apoptotických dějů, které nezávisí pouze na jednom proteinu, ale jsou souhrou několika 
signálních drah a procesů. Zároveň je důležité si uvědomit, že použitím různých 
experimentálních modelů a metod můžeme také dospět k odlišným výsledkům. 
Závěrem je nutno říci, že i přes značné množství dat potvrzující protektivní účinek 
PKB/AKT přes fosforylaci GSK-3β, tento mechanismus stále ještě není dokonale popsán a je 




3.1.6	  Úloha	  PKB/AKT	  v	  ochraně	  mitochondrií	  přes	  Ca2+	  kanály	  	  
	  
	   Vápenaté ionty, patřící do skupiny druhých poslů, mají v buňce významnou úlohu. 
Vzestup koncentrace cytosolického Ca2+ bývá signálem pro mnohé buněčné děje, včetně 
exocytózy neurotransmiterů z presynaptických zakončení neuronů či exocytózy hormonů z 
neuro- a endokrinních buněk. V srdci se Ca2+ ionty podílí na elektrické aktivitě srdce a jsou 
aktivátory myofilament. Hrají tedy důležitou roli v elektromechanickém spřažení (ECC, 
excitation-contraction coupling), což je proces převedení elektrické excitace na srdeční 
kontrakci a vyžaduje depolarizaci membrány. Jakmile je cytoplasmatická membrána 
depolarizována, dojde k podráždění napěťově řízených dihydropyridinových receptorů 
(DHPR, dihydropyridine receptors), které umožní vtok Ca2+ do buňky. Zvýšení koncentrace 
vápenatých iontů v cytosolu vede k vylití Ca2+ ze sarkoplasmatického retikula (SR) přes 
aktivaci ryanodinových receptorů (RyR, ryanodine receptors). Po vylití ze SR se Ca2+ váže na 
troponin c a dojde tak k vyvolání kontrakce (Bers 2002). Vápenaté ionty jsou následně 
vstřebávány zpět do SR přes Ca2+-ATPázu sarko/endoplasmatického retikula (SERCA, 
sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase). 
 Koncentrace cytosolického Ca2+ je v buňce přísně regulována. Za fyziologických 
podmínek je koncentrace cytosolického Ca2+ okolo 0,1 až 0,01 µmol/l, což je o 4 až 5 řádů 
nižší koncentrace než v intersticiální tekutině (pro přehled S. Silbernagl: Atlas fyziologie 
člověka, 2004). Chybná regulace metabolismu Ca2+ může vést ke vzniku Ca2+ – 
indukovaného přetížení v buňce, které je následováno mitochondriální kumulací Ca2+. Tato 
akumulace může vést až ke zvýšené produkci ROS (Starkov, Chinopoulos, a Fiskum 2004) a 
interakci Ca2+ iontů s Cyp-D, které vyvolá otevření mtPT póru vedoucí k buněčné smrti 
(Basso et al. 2005). 
Ukazuje se, že protein kináza B/AKT je schopná zabránit Ca2+ – indukovanému 
přetížení přes regulaci Ca2+ kanálů. Bylo například pozorováno, že u kardiomyocytů se 
sníženou aktivitou PKB/AKT byla snížená i exprese Na+/Ca2+ výměnného přenašeče (NCX, 
Na+/Ca2+ exchanger) a tedy snížené vylučování Ca2+, které nakonec vedlo k apoptóze 
(Shigeki Miyamoto et al. 2005). U PC12 buněk bylo za hypoxických podmínek dále 
pozorováno, že zvýšená exprese konstitutivně aktivní PKB/AKT vedla k pozitivní regulaci 




Na+/H+ výměnný přenašeč (NHE, Na+/H+ exchanger) rovněž transportuje ionty přes 
cytoplasmatickou membránu. V případě intracelulární acidózy, ke které dochází během 
ischemie, NHE transportuje H+ ionty ven z buňky a Na+ naopak do intracelulárního prostoru 
(M Avkiran a Snabaitis 1999). Zvýšená koncentrace Na+ v buňce ovlivňuje také již výše 
zmíněný přenašeč NCX, který transportuje ionty Ca2+ a Na+ v závislosti na jejich 
intracelulární koncentraci. Za fyziologických podmínek NCX transportuje Na+ dovnitř buňky 
a Ca2+ ven, čímž udržuje nízkou intracelulární koncentraci vápenatých iontů. Nicméně za 
ischemických podmínek, kdy je zvýšen transport Na+ do buňky přes NHE, může dojít k 
nadměrnému zvýšení koncentrace sodných iontů v buňce, což způsobí obrácený transport 
iontů přes NCX a Ca2+ se tak začne hromadit v buňce (Metin Avkiran a Marber 2002). 
Nedávná studie prokázala, že PKB/AKT fosforyluje NHE na Ser648, a tím ho inhibuje 
(Snabaitis, Cuello, a Avkiran 2008). PKB/AKT by tak mohla zabránit Ca2+ – indukovanému 
přetížení v ischemickém srdci. 
Rovněž bylo nedávno objeveno, že PKB/AKT fosforyluje typ-I IP3 receptorů (IP3R, 
IP3 receptors), čímž je inhibuje a brání tak apoptóze (Szado et al. 2008). Ca2+ se za 
fyziologických podmínek vylévá z ER/SR v odpověď na inositol-1,4,5-trifosfát (IP3, inositol 
1,4,5-trisphosphate) přes IP3R, aby se mohl účastnit různých buněčných dějů (Berridge, Lipp, 
a Bootman 2000). Avšak za patofyziologických podmínek může vylití Ca2+ indukované IP3 
podnítit buněčnou smrt (Hanson, Bootman, a Roderick 2004). Například bylo zjištěno, že 
exprese IP3R je výrazně zvýšena u selhávajícího srdce (Go et al. 1995), a tak regulace IP3R 
protein kinázou B/AKT může hrát důležitou roli v ochraně kardiomyocytů. 
 Proteiny z rodiny BCL-2 se rovněž mohou podílet na homeostáze Ca2+ (Pinton a 
Rizzuto 2006), například pro-apoptotické BCL-2 proteiny BAX a BAK jsou kromě 
mitochondrie lokalizovány na ER, kde pravděpodobně stimulují Ca2+ – indukované přetížení, 
které následně vede k uvolnění velkého množství Ca2+ iontů z ER. Tyto vápenaté ionty se pak 
transportují do mitochondrie, což může vést ke spuštění apoptózy (Nutt et al. 2002). Nicméně 
údaje o potenciální roli PKB/AKT v regulaci Ca2+ – indukovaného přetížení přes BCL-2 
proteiny nejsou známy. Bylo by rovněž zajímavé zjistit, zda se PKB/AKT podílí na regulaci 





Obrázek	  5	  PKB/AKT	  chrání	  mitochondrie	  proti	  stresu	  přes	  různé	  cílové	  molekuly	  (jednotlivé	  dráhy	  
jsou	  popsány	  v	  příslušných	  kapitolách	  výše)	  (Shigeki	  Miyamoto,	  Murphy,	  a	  Brown	  2009)	  
 
3.2	  ÚLOHA	  PKB/AKT	  V	  OCHRANĚ	  KARDIOMYOCYTŮ	  
 
Je všeobecně známo, že dospělé savčí kardiomyocyty ztrácí schopnost proliferace a 
jejich růst je nejčastěji způsoben hypertrofií (Hinrichsen et al. 2007). K proliferaci 
kardiomyocytů dochází převážně během neonatálního období a po narození se kardiomyocyty 
dělí o poznání méně (Bergmann et al. 2009), a tak jejich buněčná smrt hraje významnou roli v 
srdečních chorobách včetně rozvinutí srdečního selhání (Adams et al. 2000; Gustafsson a 
Gottlieb 2008; Hayakawa et al. 2003).  
PKB/AKT je jednou z nejlépe popsaných kináz zajišťující přežití buněk. V srdci se 
podílí na zachování nejen kardiomyocytů, ale také mnoha dalších buněčných typů jako jsou 
fibroblasty, endoteliální buňky a buňky hladkého svalstva cév (vascular smooth muscle cells, 
VSMCs) (Oudit et al. 2004).  
Konstitutivně aktivní PKB/AKT se například podílí na protekci kardiomyocytů a 
dokonce hraje významnou úlohu v ochraně srdce vůči ischemicko-reperfúznímu poškození 
(Fujio et al. 2000). PKB/AKT se dále uplatňuje v ochranně kardiomyocytů před smrtí 
způsobenou tlakovým přetížením (pressure overload) (Ceci et al. 2007) a oxidativním stresem 
(Aikawa et al. 2000). Pokud je aktivita PKB/AKT snížena, jako například u městnavého 
srdečního selhání (CHF, congestive heart failure), dochází ke zvýšené apoptóze 
(Ananthakrishnan et al. 2005). Fosforylovaná PKB/AKT se rovněž výrazně uplatňuje v 
protektivních mechanismech ischemického “preconditioningu” (Hausenloy et al. 2005). 
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PKB/AKT blokuje i transkripci některých důležitých genů mající svou úlohu v 
indukci buněčné smrti. Fosforylací transkripčního faktoru FKHRL1, který patří do rodiny 
“Forkhead”, zabrání PKB/AKT jeho translokaci do jádra, kde pak nemůže podpořit 
transkripci genu pro Fas ligand, který se podílí na indukci apoptózy (Brunet et al. 1999). 
Důležitým partnerem v kardioprotekci PKB/AKT je podle nedávných studií také 
kináza známá pod názvem PIM-1. PIM-1 je Ser/Thr kináza, která byla původně objevena jako 
onkogen negativně regulující apoptózu a zvyšující proliferaci (Z. Wang et al. 2001). PIM-1, 
stejně jako PKB/AKT, fosforyluje mnoho cílových molekul, které se účastní genové 
transkripce, regulace buněčného cyklu a také apoptózy. PIM-1 kináza například, stejně jako 
PKB/AKT, inaktivuje protein BAD fosforylací na Ser112 (Aho et al. 2004). Aktivace 
PKB/AKT zvyšuje expresi PIM-1 kinázy, která se následně podílí na regulaci přežití a růstu 
buňky. V dospělých kardiomyocytech se exprese PIM-1 kinázy značně snižuje krátce po 
narození. Její exprese je znovu spuštěna při poškození srdce, například u infarktu, kdy se 
PIM-1 kináza shlukuje v buňkách na hranici s poškozenou oblastí. Zajímavostí je, že myši po 
deleci genu pro PIM-1 byly náchylnější k většímu poškození po infarktu, přestože byla 
zvýšena exprese i fosforylace PKB/AKT. Na základě těchto studií se zdá, že mezi PKB/AKT 
a PIM-1 kinázou existuje zpětnovazebná komunikace a některé mechanismy, které byly dříve 
přikládány pouze činnosti PKB/AKT, mohou být rovněž ovlivňovány PIM-1 kinázou. Není 
vyloučena ani přímá funkce PIM-1 kinázy nezávislá na PKB/AKT (Muraski et al. 2007; 
Shigeki Miyamoto, Rubio, a Sussman 2009; Borillo et al. 2010). 
	  
3.3	  ÚLOHA	  PKB/AKT	  V	  PROLIFERACI	  KARDIOMYOCYTŮ	  
 
Jak už jsem se zmínila v předchozích odstavcích, proliferace kardiomyocytů značně 
klesá po narození a následně probíhá většinou na velice nízké úrovni. PI3K/AKT signalizační 
dráha hraje důležitou roli v dělení nejen kardiomyocytů, ale také v proliferaci srdečních 
progenitorových buněk (CPCs, cardiac progenitor cells) (Gude et al. 2006), které jsou známé 
svým vysokým diferenciačním potenciálem (Gaetani et al. 2012). 
Některé signální molekuly působící na buněčné receptory, jako jsou například IGF-1 a 
estrogen, způsobují kumulaci PKB/AKT v buněčném jádře, která se projevuje na jedné straně 
kardioprotektivními účinky, ale také má vliv na proliferaci srdečních svalových buněk. To 
potvrdily analýzy srdcí transgenních myší, které po zacílení exprese PKB/AKT do buněčného 
jádra ukázaly nárůst počtu kardiomyocytů (M. Sussman 2007). PKB/AKT působí i na aktivitu 
telomerázy, která má vliv na proliferaci buněk a brání apoptóze (Torella et al. 2004). 
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IGF-1 také zvyšuje kinázovou aktivitu cyklinu D/E/A a vyvolává tak DNA syntézu, 
pravděpodobně též přes protein kinázu B/AKT (Reiss et al. 1994). PKB/AKT navíc 
fosforyluje GSK-3β, která reguluje cyklin D1, který je po fosforylaci kinázou GSK-3β 
přesměrován do cytosolu a degradován proteasomem. Cyclin D1 se podílí na regulaci 
buněčného cyklu a jeho degradace má vliv na zvýšení účinku inhibitorů buněčného cyklu 
(např. p27). Fosforylace GSK-3β protein kinázou B/AKT vede k její inhibici, a tak PKB/AKT 
předchází degradaci cyklinu D1 (Hinrichsen et al. 2007; Rimerman, Gellert-Randleman, a 
Diehl 2000).  
Skupina okolo Rebeccy Hinrichsenové rovněž zjistila, že růstový faktor PDGF 
navozuje proliferaci v kulturách neonatálních srdečních buněk a potvrdili, že takto 
indukovaná proliferace souvisí s aktivací PKB/AKT, inaktivací GSK-3β a se snížením účinku 
p27, inhibitoru cyklin-dependentní kinázy (Hinrichsen et al. 2007). 
PKB/AKT dále reguluje proliferaci přes fosforylaci “Forkhead O” transkripčních 
faktorů (FOXO). FOXO1 a FOXO3 negativně regulují proliferaci srdečních buněk během 
embryonálního i neonatálního vývoje. Protein kináza B/AKT se podílí na kontrole těchto 
proteinů, fosforyluje je a tím je inaktivuje (Evans-Anderson, Alfieri, a Yutzey 2008). 
Na základě těchto studií lze říci, že PKB/AKT sehrává významnou roli v proliferaci 
kardiomyocytů, nicméně je nutné více prozkoumat jednotlivé kroky tohoto procesu. 
 
3.4	  ÚLOHA	  PKB/AKT	  V	  REGULACI	  METABOLISMU	  
 
Aby srdce pokrylo své vysoké energetické nároky, využívá mnoho substrátů pro 
syntézu ATP, jako jsou například mastné kyseliny, laktát, aminokyseliny a glukóza 
(Lopaschuk et al. 2010). Změny v poměrech využitých energetických substrátů vedou k 
narušení metabolismu srdce, což následně může směřovat například k obesitě a dalším 
metabolickým poruchám (Buchanan et al. 2005).  
Snížená spotřeba glukózy a zvýšená oxidace mastných kyselin jsou známkami 
experimentálně přivozeného diabetu a má to pravděpodobně za následek rozvoj diabetické 
kardiomyopatie, což dále vede k zhoršené kontraktilitě a zvýšené citlivosti srdce vůči 
ischemicko-reperfúznímu poškození (P. Wang et al. 2005). Oxidace glukózy tedy hraje v 
energetickém metabolismu myokardu značnou roli i přesto, že není hlavním energetickým 
substrátem srdce.  
S ohledem na důležitost glukózy v srdci, je výzkum jejího transportu velice významný 
a zaslouží si pozornost vědecké společnosti. V kardiomyocytech je glukóza transportována 
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přes glukózové transportéry 1 a 4 (GLUT1 a GLUT4), které jsou lokalizovány na sarkolemně 
a membráně buněčných kompartmentů. GLUT1 má hlavně na starost udržení homeostázy 
metabolismu glukózy za fyziologických podmínek. Zatímco GLUT4 se translokuje do 
plasmatické membrány i za patofyziologických podmínek a zvyšuje tak příjem glukózy do 
buněk (Kraegen et al. 1993).  
PKB/AKT je přímo schopná stimulovat vstřebávání glukózy v odpověď na insulin, 
kdy kupříkladu PKBβ/AKT2 v adipocytech asociuje s váčky obsahující GLUT4, a tak se 
zřejmě podílí na distribuci GLUT4 v buňce (Calera et al. 1998). 
PKB/AKT také podporuje translokaci GLUT4 do sarkolemy přes fosforylaci a 
inaktivaci AKT substrátu 160 (AS160, AKT substrate of 160kDa). AS160 je protein 
aktivující RAB GTPázu a má 6 PKB/AKT fosforylačních míst, přičemž 5 z nich je 
fosforylováno v odpověď na insulin (Sano et al. 2003). Změna těchto fosforylačních míst 
vede k inhibici translokace GLUT4 do plasmatické membrány a tak vstřebávání glukózy 
(Kramer et al. 2006).	   
Translokace GLUT4 je zvláště důležitá za patofyziologických podmínek. Jeho 
aktivace patří k nejdůležitějším mechanismům, přes které srdeční buňky zvýší vstřebávání 
glukózy během ischemie (D. Sun et al. 1994). Akutní ischemie myokardu je většinou 
doprovázena zvýšenou spotřebou a zrychleným metabolismem glukózy a tento proces se zdá 
být důležitý pro ochranu buněk před ischemickým poškozením. Bylo zjištěno, že ichemie 
vyvolává značnou translokaci GLUT4 do plasmatické membrány kardiomyocytů a právě 
tento děj má za následek zvýšený transport glukózy do buněk (D. Sun et al. 1994). Dále bylo 
prokázáno, že nedostatek GLUT4 v myokardu vede po globální ischemii s následnou 
reperfúzí k vážné systolické a diastolické dysfunkci (Tian a Abel 2001).  
PKB/AKT reguluje buněčný metabolismus přes několik dalších cílových molekul, 
jako jsou transkripční faktory FOXO (pro přehled (D. N. Gross, van den Heuvel, a Birnbaum 
2008; Engelman, Luo, a Cantley 2006)), ale také dráha mTOR (viz dále).	   
PKB/AKT například stimuluje produkci hypoxií indukovaného faktoru α (HIFα, 
hypoxia-inducible factor) částečně přes mTORC1, přes který dochází k syntéze HIF-1α i HIF-
2α (Semenza 2003), a také přes mTORC2, který podněcuje syntézu HIF-2α (Toschi et al. 
2008). HIF reguluje transkripci mnoha genů, které kódují proteiny podílející se na velkém 
množství buněčných funkcí včetně glukózového metabolismu. Například HIF-1 pozitivně 
reguluje i transkripci HK-II v odpověď na hypoxické podmínky (Riddle et al. 2000). 
Závěrem je třeba říci, že se objevuje stále více důkazů o tom, že signální dráhy 
chránící buňky před smrtí a dráhy řídící energetický metabolismus jsou úzce propojené. 
	  
27	  
Insulin, hormon regulující hladinu cukru v krvi, jak již bylo řečeno, patří mezi signální 
molekuly aktivující signální dráhu PI3K/AKT a prokazuje se kardioprotektivními účinky 
(Xing et al. 2009). V případě srdeční ischemie a následné reperfúze insulin aktivuje 
PKB/AKT, která fosforyluje endoteliální NO syntázu (eNOS, endothelial nitric oxide 
synthase). Endoteliální NOS začne produkovat oxid dusnatý (NO), který se následně podílí na 
ochraně buněk (Gao et al. 2002) tak, že potlačuje mimo jiné štěpení anti-apoptotického 
proteinu BCL-2 kaspázami-3 a tím brání vylití cytochromu c z mitochondrie (Kim et al. 
1998), dále brání buňku stimulací cytoprotektivních proteinů a potlačuje aktivitu pro-
apoptotických kaspáz (pro přehled (Kim, Bombeck, a Billiar 1999)). 
Tato data jen dokazují provázanost protektivních a metabolických signálních drah 
PKB/AKT. Signální dráha PI3K/AKT je tak jednou z klíčových drah regulující jak přežití 
buňky, tak její metabolismus (Matsui a Rosenzweig 2005).  
 
	  
Obrázek	  6:	  Signalizace	  PKB/AKT	  Toto	  schéma	  shrnuje	  buněčné	  procesy	  v	  myokardu,	  které	  může	  
protein	  kináza	  B/AKT	  ovlivňovat	  a	  ukazuje	  některé	  z	  důležitých	  substrátů,	  jejichž	  prostřednictvím	  tato	  
regulace	  probíhá.	  PKB/AKT	  se	  podílí	  na	  regulaci	  růstu	  buněk,	  translaci	  proteinů,	  metabolismu	  a	  přežití	  






Na kardiovaskulární choroby umírá každým rokem čím dál více lidí. Z tohoto důvodu 
je pozornost vědecké společnosti upnuta na mechanismy, které by mohly ochránit srdce a 
srdeční buňky před poškozením. Kardiovaskulární výzkum nashromáždil v posledních letech 
mnoho poznatků objasňující roli PKB/AKT v kardiomyocytech. Bylo například zjištěno, že 
PKB/AKT chrání kardiomyocyty před buněčnou smrtí způsobenou ischemicko-reperfúzním 
poškozením, hypoglykémií či působením toxických látek. Na základě těchto nálezů se 
PKB/AKT stala centrem pozornosti celosvětového výzkumu a v budoucnosti by mohla být 
jedním z terapeutických cílů v léčbě ischemicko-reperfúzního poškození myokardu. 
V dnešní době jsou známy 3 isoformy PKB/AKT, přičemž všechny se pravděpodobně 
podílejí na ochraně kardiomyocytů a zastávají další důležité funkce v myokardu. Zajímavá je 
zvláště isoforma PKBβ/AKT2, která se po své aktivaci akumuluje v blízkosti mitochondrií a 
je v srdci spojována s přežitím kardiomyocytů v případě ischemického poškození. Zároveň se 
tato isoforma podílí na udržení homeostázy metabolismu glukózy. PKBα/AKT1 je rovněž 
spojována s kardioprotektivními účinky, ale také zastává důležitou roli v proliferaci. Isoforma 
PKBγ/AKT3 je nejvíce spojována s růstem srdce. V dostupné literatuře nejsou isoformy v 
signálních drahách příliš rozlišovány, a tak v budoucích letech by se výzkum měl zaměřit i na 
rozpoznání signálních drah jednotlivých isoforem a popřípadě na možnost přímého ovlivnění 
této signalizace. 
Signální dráhy PKB/AKT se vyznačují obrovskou komplexitou a mnohostranným 
charakterem, kdy PKB/AKT reguluje řadu cílových molekul, které se podílejí na regulaci 
buněčných procesů v rozmanitých signálních drahách. Tyto buněčné procesy jsou navíc mezi 
sebou úzce propojeny, a proto není divu, že se mechanismy zodpovědné za ochranu buněk 
vůči apoptóze mohou také podílet na regulaci energetického metabolismu či udržování 
homeostázy iontů v buňce. PKB/AKT tak může zajišťovat integritu mitochondriálních 
membrán a kontrolovat apoptózu přes několik signálních drah najednou.  
Jelikož mitochondrie odpovídají za energetickou spotřebu buňky, jsou snadným cílem 
apoptotických dějů. V případě, kdy dojde k příliš velkému poškození buňky (například 
poškození DNA), buňka vyšle signál ke spuštění apoptotické dráhy, která má za následek 
narušení integrity mitochondriálních membrán. Jakmile je integrita vnější membrány 
mitochondrie narušena, dojde k výlevu aktivátorů apoptotické dráhy, mezi které patří 
například i cytochrom c. Výlev těchto aktivátorů je doposud předmětem mnoha výzkumů. 
	  
29	  
Jednou z možností je výlev přes mtPT póru, jehož struktura není přesně známa. V literatuře 
můžeme o tomto póru nalézt sporné informace a je tedy zapotřebí dalšího výzkumu pro 
objasnění mechanismů podílející se na jeho otevření. 
PKB/AKT se podílí na regulaci různých proteinů mající roli v apoptotické dráze, a tak 
chrání buňku před buněčnou smrtí. PKB/AKT fosforyluje a ovlivňuje transkripci některých 
proteinů z rodiny BCL-2 (BAX, BAK, BAD, BCL-xL), rovněž fosforyluje a tím inhibuje 
GSK-3β, čímž také reguluje vylití cytochromu c z mitochondrie.  
Nedávné studie také prokázaly, že PKB/AKT ovlivňuje vazbu HK-II na vnější 
mitochondriální membránu. Takto navázaná HK-II upřednostňuje dráhu glykolýzy před 
syntézou glykogenu, jako je tomu u cytosolické formy HK-II. To je v souladu se současnou 
fosforylací GSK-3β pomocí PKB/AKT a následnou inhibicí glykogen syntázy. Asociace HK-
II s mitochondrií také brání zpětné inhibici jejím produktem glukóza-6-fosfátem. Zároveň je 
tak glykolýza přímo spřažena s oxidativní fosforylací a HK-II tak zvýšenou dodávkou ADP 
pro ATP syntázu podporuje dýchání mitochondrií. Kromě stimulace oxidativní fosforylace 
reguluje mitochondriální HK-II otevření mtPT póru a zamezuje tak spuštění apoptózy. Navíc 
svojí vazbou brání translokaci pro-apoptotického proteinu BAX do vnější mitochondriální 
membrány, čímž opět pomáhá inhibovat apoptózu. Nedávno byl tento kardioprotektivní 
mechanismus potvrzen jak na srdečních embryonálních buňkách (S Miyamoto, Murphy, a 
Brown 2007), tak také na perfundováném srdci (Zuurbier, Eerbeek, a Meijer 2005), nicméně 
kardioprotektivní úloha HK-II stále ještě nebyla potvrzena in vivo. 
PKB/AKT hraje, jak již bylo řečeno, důležitou roli nejen v metabolismu, kdy mimo 
jiné stimuluje vstřebávání glukózy přes glukózové transportéry, ale také v proliferaci, 
například přes inaktivaci GSK-3β a transkripčních faktorů FOXO, a v buněčném růstu. 
Všechny výše zmíněné poznatky poukazují na nesmírnou složitost signalizace 
PKB/AKT a na vzájemnou souhru všech dějů v buňce.Vzhledem k tomu, že většina nálezů 
pochází z in vitro experimentů, měl by se další výzkum soustředit hlavně na ověření známých 
faktů in vivo, což by následně mohlo vést i k možnému terapeutickému využití protein kinázy 
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